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Abstract of EP0404097 

The invention relates to bispecific and oligospecific, mono- and oligovalent receptors which are prepared 
by genetic manipulation by fusion of DNA coding for F(ab) fragments of the antibodies of two or more 
different specificities, using suitable linkers. Preferably one of these specificities is directed against an 
epitope, which is located either on the cell membrane or in the interstitium, of a tumour-associated antigen 
(TAA) while the other specificities relate to high molecular or low molecular weight ligands and react, for 
example, with the complexons ethylenediaminetetraacetate or diethylenetriaminepentaacetate in Y90- 
complexed form (EDTA-Y90 or DTPA-Y90). In a particularly preferred embodiment, the binding to the 
complexons takes place on the complexon-receptor arm via fos-jun interaction (or else avidin-biotin 
interaction). Further preferred specificities have catalytic properties. 
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Die Erfindung betrifft bispeziffeche und ^^rSlX^ 
durch Fusion von fQr F(ab) Fragmenta von "»*ZZ£^^ ,nterakti ° n 
DNA mittels geeigneter Linker hergestellt warden dadurch 9^ ^Ser gegen ein auf der Zellmembran 

gegen ein Komplexon gerichtet ist. Vorzugswe,se ^ erne Sp^rfrtaulab« errtwade g g jm Tumoren . 

Oder im Internum Cliches Ep.top e.nes Tumor-^ n betreffen 

^X'erfische AntikOrper wurden bisher nach folgenden Methoden hergestellt 

- chemische Kopplung von AntikOrpern verschiedener Spaz^t Ober heterobifunktionel.e Unker (H. Paulus. Behring 

Inst. Mitt. 78, (1985), 118-132) u -«^«n« mnnnidnnale Antikoroer (MAK) ausscheiden. und Iso- 

- FusionvonbereitsvorhandenenHybr.den.d.eversch.edenemonoWon^ S ci. USA 83, (1986) 
lation des bispezifisch-monovalenten Anteiles (U.S. Staerz und M. J. Bevan. Proc. Natl. Acaa i>c 

349). 

Solchebispeziffe^^ 

zip des Verfahrens besteht darin. dafi im ersten Schntt . u ch auf den Zielzellen 
Zeitraume und mit hohen Dosen eine Absattgung der ^^"^J^'SJSSK der Behandlung besteht, 
erkannt we-den, erreicht rtd. Im zwejen: ^^^^^^^^ n im Zielgeweben statt. 
findet die Autoelimination des unspezif .sch adsortaerten b'^^chen Galactose gekoppelten anti-idio- 

Diese Autoelimination kann durch lnjekt.on ernes mrt Zuckerres ten ^°I z "^!^' h \e t ist beschleunigt werden. 
typischen AntikOrpers. der gegen den Anti-Tumor-Arm <?~!**«^ nicl* in Ze.len 

DerdrrtteSchrittdesVerfahrensbesteht.nden.v. l ^^^» n g^^" ( J , ^ Komplexkonstanten for 
anreicherndenn^ 

beta- und gamnia-Strahler wie Y* Re Re . ™ ■ . wjrd ejne Anre icherung des radioaktiven Ugan- 

srrrr^ ™ des zieiaewebes zur 

oligovalente Bindungen zu den jeweiligan Epitopen be^zen rrtttels geaig- 
den. Dabei werden die Genfragmente. d.e fur d.e V H und C„1 ^™ ,tte d * ™ Tverknupft. da(3 der N-Terminus der 
neter synthetischer OligonukJeotide wie in Tab 1 bei ^ ie ^^ m *' us 2^1 Do^SnVdes MAK a kovalent ver- 
V H DOmane des MAK b uber ^Wf^ mit den Genen fOr die 

bundenist(Fig. 1). Das Gentonsfru " *^ Mausmyelomzellen). Die C H 1a. C H 1b. 

leichten Ketten der Antikorper a und b jn e ^2^^„iSS2chen der konstanten DomSnen entgegengesetzte 
CKa und Ck b Domanan sind ^ modrf-ziert daB ar denl W^h* kon*a hydrophobe 
Ladungen aufeinandertreffen ^HlaWC^-) CHlbW^(+» (+ - P°J™ 9 Transfektomas bevorzugt Hybrid- 
odar jewails hydrophile > Kontaktfiachar W^MtaL ^durc^werd^r ivon de ^ 

A^r^^ 

BispezifischeRazeptoreadieb^^ 



35 



40 



45 



50 



55 



2 



EP0 404 097B1 

das C-terminale Ende der C H 1 Domane des MAK b mit dem N-terminalen Ende der V H Domane des MAK a durch 
einen Polypeptidspacer verbunden ist. Diese Genkonstrukte werden zusammen mrt den Genen fur die zu den MAK a 
und b gehOrenden leichten Ketten in eukaryontische Zellen transfiziert (z.B. Myelomzellen). Die C H 1 und Domanen 
sind, wie oben beschrieben, mit komplementaren Ladungen bzw. jeweils hydrophoben oder hydrophilen Korrtaktf ISchen 

5 versehen. Von den Transfektomas werden bevorzugt FusionsmolekQIe ausgepragt, die aus zwei F(ab) Fragmenten des 
MAK a und einem F(ab) Fragment des MAK b bestehen Fig. 4). Die Beweglichkeit der Peptidlinker ermOglicht die Aus- 
richtung der beiden F(ab)-Arme des MAK a zur Tumorzelle bei gleichzeitiger Ausrichtung des F(ab)-Armes des MAK b 
zum irrterzelluiaren Raum. Entsprechend kOnnen weitere Bindungsstelien identischer oder anderer Spezif rtat zugefugt 
werden. Die Reihenfolge der Spezifitaten in den Konstruklen ist dabei frei kombinierbar. 

10 Die Erf indung betrifft folglich bispezrf ische oder oligospez'rf ische, mono- oder oligovalente Rezeptoren, die sowohl 
Spezifitat fur ein auf der Zeilmembran oder im Interstitium befindliches Epitop haben, zum Beispiel TAA oder TE, ais 
auch Spezifitat fur einen nieder- oder hochmolekularen Liganden besitzen, der sich ausschlieBlich im extrazelluiaren 
Raum verteilt. Eine Spezifitat wind dabei vorzugsweise von den tumorspezif ischen AntikOrpern gebildet, wie in der deut- 
schen Patentanmeldung P 39 09 799.4 vorgeschtagen, wahrend die andere Spezifitat vorzugsweise gegen DTPA-Y90 

is oder EDTA-Y90 gerichtet ist. und die Bindung mit Komplexonen am Komplexon-Rezeptor-Arm Qber fos-jun Interaktion 
(siehe Beispie! 5) erfolgt. Eine bevorzugte Variante der Erfindung besteht im Einbau von katalytisch wirksamen Spezi- 
fitaten. Die Reihenfolge der Spezifitaten bzw. Bindungsvalenzen ist dabei frei wahlbar, wie beispielhaft in Fig. 4 fur drei 
Valenzen bei zwei Spezifitaten gezeigt. 

Besonders bevorzugt bei den erfindungsgemaBen Konstrukten sind solche, die ein V-Gen der Tabellen 2, 3, 4 

20 und/oder 5 enthalten. AntikOrper mit diesen Sequenzen und ihre Eigenschaften sind in der deutschen Patentanmel- 
dung P 39 09 799.4 beschrieben. Die "Complementarity Determining Regions" (CDR's) sind dabei nach Kabat und Wu 
(Sequences of Proteins of Immunological Interest, US Dept. of Health and Human Services. US Government Printing 
Office (1987)) identifizierbar. Bevorzugt sind ebenfalls Konstrukte, die Spezifitaten gegen die durch vorstehend geschil- 
derte monoklonale AntikOrper def inierte Epitope enthalten. 

25 Zusatzlich betrifft die Erfindung gentechnische Verfahren zur Herstellung oben beschriebener Konstrukle sowie 
eine Verwendung o.g. Konstrukte zur Herstellung von Arzneimitteln zur Bekampfung und Diagnose von Zielzellen. 
Dabei f indet in einem 1 . Schritt nach Injektion der Konstrukte eine Absattigung der betroffenen Epitope auf Zielzellen 
statt, in einem nachfolgenden Intervall werden unspezifisch adsorbierte oder nicht gebundene Konstrukte eliminiert. 
Der daran anschlieBende Schritt besteht in der Injektion und nachfolgender spezifischer Bindung eines sich nicht in den 

30 Zielzellen anreichernden nieder- oder hochmolekularen Uganden, der per se zytotoxisch ist oder gegebenenfalls in 
einem weiteren Schritt durch extrakorporale Einwirkungen zur Zytoxizitat "aktiviert" wird. Verfahren dieser Art sind bei- 
spielsweise enzymatische Aktivierung, Aktivierung durch Mikrowellenbestrahlung eines "Pro-Drugs" oder Aktivierung 
durch Laserlicht. 

Die Erfindung ist ferner in den Beispielen und den PatentansprQchen enthalten. 

35 

Beispiel 1 : Herstellung eines anti-DTPA-Y90 bzw. EDTA-Y90-MAK 

Als Hapten wurde Isothiocyanato-benzyl-DTPA (Formel 2) auf humanes Serumalbumin (HSA ais Carrier) mit 
einem Derivatisierungsgrad von 19 Benzyl -DTPA Molekulen pro HSA-MolekOI entsprechend der in (N.W. Brechbiel et 

40 al., Inorganic Chemistry 25, (1986) 2772-2781) beschriebenen Melhodik kovalent gekoppert. 20 ]ig dieses Hapten-Car- 
rier-Komplexes, in welchen kartes Y komplexiert wurde, wurden s.c. an Tag 0 mit Freundschem Adjuvans, an Tag 7 und 
14 mit inkomplettem Freundschem Adjuvans und an Tag 21 mit PBS in Balb/c Mause injiziert. An Tag 24 wurden die 
Milzen der Mause mit den hdchsten anti DTPA AntikOrpertitern mit der SP2/0-Ag14 Myelomzellinie (Shulman et al., 
Nature 276, (1978) 269) fusioniert. Entstehende Hybridome wurden in einem DTPA-spezif ischen ELISA auf Produktion 

45 von hochaffinen MAK gegen DTPA und EDTA uberpruft. Der ELISA bestand aus einer festen Phase, die mit einer HSA- 
Benzyl-DTPA-Y enthaltenden LOsung beladen wurde. Der zu testende, den MAk enthaltende Oberstand wurde mit 
freiem Kbmplexon bzw. dessen Metallionkomplexen vorinkubiert und seine Bindung an die spezifische teste Phase 
gemessen. Hierzu wurde ein Enzymamplifikationssystem behutzt, welches an einen anti Maus-lmmunglobulinantikfir- 
per gekoppelt ist. Die Details dieser Methodik sind in Anlage 1a und 1b beschrieben. 

so Mittels dieses Testsystems wurden MAk erhalten, welche die in Anlage 1 e beschriebenen Eigenschaften besitzen. 
Diese MAk binden im Gegensatz zu vielen anderen anti DTPA/EDTA MAk nicht an menschliche Normalgewebe, 
wie mittels der APAAP-Technik (Cordell et al., J. Histochem. Cytochem. 32: 219, 1984) auf kryopraservierten Geweben 
ermittett wurde. Ein in vivo Einsatz dieser MAk im Bereich der Diagnostik und Therapie ist somit mOglich. 

Als Kompetitoren wurden die Komplexone DTPA, EDTA in nicht komplexierter sowie in komplexierter Form (Anlage 

55 1c) eingesetzt. Zusatzlich wurden als Inhibitoren die strukturverwandten Verbindungen Transaconitsaure und 1 ,2 Dia- 
minoethan verwendet (siehe Anlage 1 e). Besonders geeignet fur eine in vivo Anwendung ist der MAk BW 2050/1 74 der 
im Gegensatz zu alien anderen MAk eine praferentielle Bindung an EDTA-Y zeigt (siehe Anlage 1e. niedriger Kompe- 
titor OberschuB fOr EDTA-Y (100fach) hOherer UberschuB fOr andere EDTA-Komplexone. Deshalb wurde das Hybrid 
2050/174 stabilisiert und fOr die EntwicWung des EDTA-Y-Armes im bispezif ischen Rezeptor verwendet. 
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Bgi^ Herstenung und Expression eines V H 1a C H 1-Unker-V H 1B C H 1 Genkonstruktes 

Die bier verwendeten Techniken wurden.wenn nich tf^-^S- ~ JTST^^lS^TSZ 
Manual; Sambrook. Fritsch, "*^™2£?^^T&™™ 437 *6 und aus Molecular Coning. 

A^Labo^^^ ^ HaJ — PreSS ' 1989 ' ^ 

16.2 - 16.22, 16.30 - 16.40, 16.54 - 16.55) entnommen. isoliert (A.M. Frischauf et al., J. 

* us diesen, C-Gen "~ f^d^ '"^"S'^sWzum anderen das C„. Exon 

Die V H a und V H b Gene wurden aus mRNA der HybndWone a und t .amp mraen, 

JJSJf SL -6. 0988). 354) <* » B J-Jtd-I * % c, Exon und 

Derhun«nalgGCC*nSuMdc^^^^^ 
Hinge Exon sine Pst1 Schn«tae«e. Die V„ Gene enthalten am5 ™""™ ™ - , , H segment des IgG 
-^an^daBesemrEn^ 

EsentstehtdasPlasmidX. ^anfaiic mil Pstl aus dem Plasmid L ausgeschnittenen Lin- 

Das Plasmid X wird mit Pst1 gespalten und mrt dem *etif^ mrt Pdl aus dem ™ « der Unker 

icexon und onne das Letter am Oberoang »ie*en U*« T^f^^a „ ausgescnniaenen 

-SESSttS pa*,, n* BanjH, — £ ^1^2^ 
mit der richtigen Orientierung alter Exons enthalt (Fig. J3^ AntikBrper a bzw. b tra- 

protein auszupragen. 

BsiSpMIL Transfektion der teichten und schweren Ketten-Gene zweier verschiedener MAk (4 Gene) 
Die.so.ierungvon,mmung,obu^^^^^^ 

Die in Vektoren Wonierten Gene wurden mrttels EW*PPwaton nach Ujjwm 0 Selektivmed j en ausge- 
Myelomzellen transfiziert (H. Stopper et al., B,ochem. Bophys. Ada ■*OW*7\ u zjfiscnen RIA 

wachsenen Transfektome wurden auf Produkbon von ^^^^^^a^ deTunspezifischen 
OberprOft. Dieser RIA bestand aus ^"f*™^ mit Y» Oder -Tc 

•■sites" durch Casein die zu ^^Z^^^a^^^Z^'S^^ Transfektome. die bispezifi- 

"•TSSSTS. stable durcb Jim^ 
Beisoiel 4: Biologische Wirksamkeit 

, x uai/ /o\w y rw 2050/174) enthaltendes Protein wurde in 

=00 S^r«S7^^^2~ .Coia a, agenda N— » 
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ziert. An Tag 27-30 erhielten die Here je 50 jxCi EDTA-Y90 i.v. injiziert. Eine 2. Gruppe von Tieren erhielt an den glei- 
chen Tagen anstatt des bispezifischen MAK 500 jig des MAK BW 431/26 und, wie oben beschrieben, die EDTA-Y90- 
Injektionen. 

Eine dritte mit Tumor bestOckte Gruppe erhielt anstatt des MAK und des EDTA-Y90 Injektionen von PBS (Tumor- 
5 wachstumskontrolle). 

Das Tumorwachstum wurde Qber 6 Wochen verfolgt. Die Injektion von EDTA-Y90 fuhrte in der Gruppe. die den bispe- 
zifischen-monovalenten MAK erhielt, zu einer signifikanten Tumorwachstumsinhibition, wohingegen die mit MAK BW 
431/26 injizierten und mit EDTA-Y90 behandelten Tiere keine Tumorwachstumsinhibition zeigten, im Vergleich zu den 
Tieren, die nur PBS erhielten. 

w Diese Daten weisen auf die selektive tumortherapeutische Wirksamkeit des bispezif ischen-monovalenten MAK in 
Kombination mit EDTA-Y90 als toxischem Prinzip hin. 

Noch gunstigere tumortherapeutische Effekte werden durch die oligovalenten/bispezrfischen oder oligospezifi- 
schen Rezeptoren erhalten, da sie aufgrund der bivalenten Bindung an TAA langer am Tumor verweilen und somit der 
Ugand ebenfalls langer und in hOherer Konzentrationen am Tumor zuruckgehalten wird. 

15 

Beispiel 5: Optimierung der biologischen Wirksamkeit bi-oder oligospezif ischer MakromolekOle durch AviditatserhO- 
hung des anti-Komplexonarmes. 

Ein entscheidender Faktor, der die effiziente Anheftung des hydrophilen, sich extrazelluiar verteilenden Kom- 
20 plexons am anti-Komplexonarm des oligospezrfischen Makromolekuts beeirrfluBt, ist die Aviditdt dieses Armes zum 
Komplexon. Die Aviditaten von monoWonalen AntikOrpern zu ihren entsprechenden Epitopen liegen im Bereich von 10 5 
- 10 11 l/mol. Da diese Bindungsstarken vielleicht nicht ausreichen, urn die fOr eine effiziente Radioimmuntherapie not- 
wendige Komplexonmasse am Tumor zu lokalisieren, wurde im folgenden Beispiel die extrem starke Interaktion des 
fos-Leucin-ReiBverschluBpeptids (fos-Peptid) mit dem jun-Leucin-ReiBverschluBpeptid (jun-Peptid) genutzt (Erin K. 
25 O'Shera et al., Science, 245, 1989), um das Komplexon mOglichst test am anti Kbmplexonarm zu fixieren. Um diese 
starke fos-jun Interaktion nutzen zu kOnnen, muB vorzugsweise das fbs-Peptid kovalent mit dem Komplexon (DTPA) 
verknupft werden. Hierzu kann im ersten Schritt isothiocyanatobenzyl DTPA mit Hydrazin (oder einem Diaminoalkan) 
umgesetzt werden. Das so entstandene DTPA-Benzyl-thiocarbazid kann in einem 2. Schritt mit N-(gamma-maleimido- 
butyryloxy)succinimid oder einem Analogon zu DTPA-Benzyl-(gamma-maleimidobutyryl) thiocarbazid umgesetzt wer- 
30 den. In einem 3. Schritt wird dann diese Verbindung mit dem um Glycin-Glycin-Cystein veriangerten fos-Peptid (Bild 1) 
Qber die freie SH-Gruppe des aminoterminalen Cysteins verknupft. Das so entstandene fos-Peptid-DTPA-Konjugat wird 
in einem 4. Schritt mit Yttriumchlorid komplexiert. Der so entstandene fos-Peptid-DTPA-Y-Kbnjugatkomplex kann dann 
zur in vivo Anlagerung an den jun-peptid-Arm des bi- oder oligo-spezrf ischen MakromolekOls benutzt werden. Nachfol- 
gend ist die Synthese des oben vorskizzierten Beispiels im Detail beschrieben: 

35 

A) Herstellunq des fos-EDTA-Y-Konjuqat-Komplexes 
Schritt 1: 

40 Synthese von EDTA-Benzyl-thiocarbazid 

Isothiccyanatobenzyl-EDTA (SCN-Bn-ETPA) (30 mg, 54 ymol) wurde 1 h lang in 10 % (v/v) waBrigem Hydrazin 
gerOhrt. Dann wurde das Losungsmittel im Hochvakuum entfernt, der ROckstand Ober Phosphorpentoxid im Hochva- 
kuum getrocknet und schlieBlich lyophilisiert. Das Produkt wurde mit DOWEX WX 2 (H+-Form) neutralisiert und erneut 
45 lyophilisiert (Ausbeute 28 mg). 

Schritt g; 

Svnthese von EDTA-Benzvl-(oamma-maleimidobutvrvl)thiocarbazid 

50 

Das in Schritt 1 hergestellte ETRA-Benzyl-thiocarbazid (20 mg; 34 ftmol) und N-(gamma-Maleimidobutyryloxy)suc- 
cinimid (8 mg, 29 jimol = 0.9 equiv.) wurden 1 h lang in wasserfreiem Dimethyrfdrmamid gerQhrt. Dann wurde zur 
Trockne eingeengt und der ROckstand im Hochvakuum getrocknet. 

55 
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Schritt3: 

Knp pluna des EnTA-R^nzvl-faa m ma-maleimidohiityrvnthiocartjazid an aminoterminales Cystgin im fos-Peptid 

Eine LOsung des fos-peptids (4.8 mg. 1 nmol) (siehe Schritt 3.1) in Phosphat-gepufferter Kbchsalzldsung (2 ml) 
wurde mit einer Suspension des gemaB Schritt 2 gewonnenen Produktgemisches (4 mg) in Dimethylformamid (400 |il) 
versetzt und 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Dann wurde das Reaktionsgemisch Ober eine Sephadex G15-Saule in 
Phosphat gepufferter Kochsalzlosung Gel-f iltriert. Das proteinhaltige Eluat wurde gesammelt und bei -30 C praserviert 
(Ausbeute 4.2 mg). 



Schritt 3.1: 



Aminosauresequenz des fos-Peptids (| |) mit N-terminaler GQC Verlangerung. 

Ac-CGGyLTDTLQAETDQLEDKKSALQTEIANLLKEKEKLEFILAAYy Die Buchstaben stehen fur folgende Amino- 
sauren- A = Alanin C = Cystein, D = Asparaginsaure, E = Glutaminsaure, G = Glycin, I = Isoleucin, K = Lysin, L = Leu- 
cin. M = Methionin, N = Asparagin, Q = Glutamin. R = Arginin. S = Serin, T = Threonin, V = Valin Y = Tyrosm. 

Die Oligopeptidsynthese erfolgte mittels eines automatjschen Peptid-Synthesizers (Applied Biosystems Mode 
430A) entsprechend der Merryfield Feslphasen Methode (Stewart und Young. Solid Phase Synthesis. Pierce Chemical 
Company. 2. Edition. Rockford III.) mit der tert-butyloxycarbonyl Schutzgruppe. Die Oligopeptide wurden von dem Phe- 
nylacetamidomethylpolystyrene-Trager abgespalten. Nach Abspaltung der Schutzgruppen (Tom et aL 1983, J. Am. 
Chem. Soc. 105. 6442-6455) wurden die Oligopeptide uber reversed phase Chromatographie (PepRPC-Saule. Phar- 
macia) wie bei Rivier et al. (J. Chromatography 288. 303-328. 1984) beschrieben gereinigt. 

Schritt 4: 

Hsrstelluna einpfifris-Pflntid-EnTA-Yttrium-Ch alate mit einem nach Schritt 3 herqestellten fos-peptid-EDTA-Konjuqates 

Das gemaB Schritt 3 hergestellte fos-Peptid-EDTA-Konjugat (4.2 mg) wurde gegen isotonische Kochsalzlosung/0.1 
M Natriumcitrat. pH 7.0. in einem Dialyseschlauch mit AusschluBgrenze, m.w. 1000 (Spectrum) dialysiert und mit 6 mg 
Yttriumchlorid. die in 3 ml isotonischer Kbchsalzlosung/0.1 M Natriumcitrat, pH 7.0. gelflst waren. versetzt. Nach 1 h 
wurde gegen Phosphat-gepufferte Kochsalzlosung rOckdialysiert und die Chelatlosung bei -30« C praserviert. Das im 
obigen Beispiel beschriebene fos-Peptid-EDTA-Yttrium-Chelat wird dann als Ligand benutzt. urn mit hoher Avidrtat an 
den jun-Peptid-Arm des bi- Oder oligospezifischen MakromolekQles zu binden. Die Konstruktion eines fur diese Inter- 
aktion besonders gut geeigneten bispezifischen Makromolekules ist im folgenden Beispiel beschrieben. 

R) Konstruktion des MAk- jun Fusionsmolekules 

Die hier verwendeten Techniken wurden. wenn nicht anders angezeigt. aus Maniatis et al. (Laboratory Manual 
EMBL (1982), Heidelberg, und Sambrook (Molecular Cloning: A Laboratory Manual) entnommen. 

Schritt 1 : 

Ein humanes lgG3 C-Gen wurde aus einer humanen Genbank in EMBL 3 Phagen isoliert (A.M. Frischauf et al., J. 
Mol Bid 170 827-842, 1983 und G.H.A. Seemann et al., The EMBO Journal 5, 547-552, 1986). Aus diesem lgG3 C- 
Gen wurde, wie in der deutschen Patentanmeldung P 3825615.0 beschrieben, eine Konstruktion (D) hergestellt, die nur 
noch das CH1 Exon und das erste Hinge Exon des lgG3 C-Gens enthalt (Fig. 14). 

Aus der gleichen Genbank wurde, wie ebenfalls in der deutschen Patentanmeldung P 3825615.0 beschrieben, em 
humanes HLA B27k Gen isoliert. Aus diesem HLA B27w Gen wurde ein Konstrukt (E) hergesteltt, das nur noch das C3 
Exon und den 3' NT Bereich des HLA B27k Gens enthalt (Fig. 15). 



Schritt 2: 

Das C1 Exon und der 3' NT Bereich des HLA B27k Gens wurden mit Xba1 aus dem Plasmid E herausgeschnitten. 
das Fragment isoliert und in die Xba1 Schnittstelle des Konstruktes D Woniert. Durch Restriktionsanalyse und NuWein- 
sauresequenzanalyse wurde der Klon F identifiziert, der das C3 Exon und den 3' NT Bereich des HLA B27c Gens in 
der korrekten 5'-3' Orientierung 3' vom lgG3 C-Gen Fragment enthalt (Fig. 16). 
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§chrrtt3: 

Das Insert des Klons F wird unter Verwendung der EndonuWeasen Hind III und Eco Rl aus dem Plasmid ausge- 
schnitten und zwischen die Hind III und Eco Rl Schnitlstellen eines M13mp18 Doppelstrang (DS)-Phagen Woniert. Es 
5 wind der PhagenWon G isoliert, der das ArrtikOrper/HLA Fusiongenfragment enthait (Fig. 17). 

Schritt4: 

Vom PhagenWon G werden nach der Methode von T.A. Kunkel, 1985, Proc. Natl. Acad. Science, U.S.A., 82. 488- 
10 492, Uracileinzelstrflnge prapariert. Die Einzelstrangphagen wurden mit den mutagenen OligonuWeotiden 1 und 2 (Tab. 
6) hybridisiert und die Lucken zwischen den OligonuWeotiden mit Klenon DNA Polymerase und T4 Ligase geschlossen. 
Nach Transformation in E. coli wurde durch Restriktionsanalyse und NuWeinsduresequenzanalyse ein PhagenWon 
iderrtifiziert (G), bei dem die Sst1 Restriktionsschnittstelle am 5' Ende des Hinge Exons deletiert wurde. Gleichzeitig 
wurden am 3' Ende des Hinge Exons eine Sst1 und eine Sph1 Restriktionsschnittstelle eingefQhrt (Fig. 18). Zur Dele- 
75 tion der Sst1 Schnittstelle wurde die dritte Base des 2. Codons des Hinge Exons von C in G umgewandelt und fur die 
EinfOhrung der Sst1 und Sph1 Schnittstellen wurden zwischen dem 15. und 16. Codon des Hinge Exons die Basen 
5'GAGCTCGGGGCA3' eingefQhrt (Tab. 7). 

Schritt 5: 

20 

Doppelstrang DNA des PhagenWons G' wird mit Sph1 vollstandig und mit Sst1 partiell gespalten. Die syntheti- 
schen OligonuWeotide Jun I und Jun II (Tab. 8) werden zu einem Doppelstrang DNA Fragment zusammengefugt, wel- 
ches an seinen Enden je eine geschnittene Sph1 und Sst1 Restriktionsschnittstelle enthait und fur ein Peptid kodiert, 
das den Jun Leucin Zipper enthait (O'Shea et al., Science, 245, 646-648, 1989). 
25 Das doppelstrangige DNA Fragment wird in die Sst1 und Sph1 Restriktionsschnittstellen des F' PhagenWons Wo- 
niert und der PhagenWon H identif iziert, der ein Genkonstrukt enthait, bei dem im Hinge Exon die Sequenz fur das Jun 
Zipper Peptid inseriert ist (Fig. 19). 

Schritt 6: 

30 

Das Insert des dS Phagen H wurde mit den RestriktionsendonuWeasen Hind III und Eco Rl ausgeschnitten, die 
Enden mit T4 Polymerase aufgefQIlt und in einen Sma1 gespaltenen KsF VeWor (Stratagene, 1 1099 North Torrey Pines 
Road, La Jolla California 92037) Woniert. Es wurde der PlasmidWon I identif iziert, der das Antik6rper/Jun/HLA Fusions- 
gen in der Orientierung enthait (Fig. 20), in der es auf beiden Seiten von einer BamH1 Schnittstelle flanWert wird. 

35 

Schritt 7: 

Das Antik6rper/Jun/HLA Fusionsgen wurde mit BamH1 aus dem KS Klon H1 ausgeschnitten und in das Expressi- 
onsplasmid pABStop (Behringwerke AG) Woniert, welches ein spezifisches funktioneiles Immunglobulin V-Gen enthait. 
40 Das spezifische V-Gen wurde, wie in der Patentanmeldung P 3909799.4 beschrieben, gewonnen. Es wurde das 
Expressionsplasmid I identifiziert, das das AntikGrper/Jun/HLA Fusionsgenkonstrukt in der korrekten Orientierung hin- 
ter dem V H Gen enthait (Fig. 21). 

Die Kotransformation des Plasmids I mit einem Plasmid, der das Gen fur die Jeichte Kette des spezif ischen MAk 
enthait und einen Plasmid, der ein Resistenzgen tragt, fuhrt zur Expression eines spezif ischen AntikOrper F(ab")2 Frag- 
45 mentes, das in der Hinge Region zwei Jun Zipper Peptide enthait, wobei das Jun Zipper Peptid so verandert ist, daB 
keine Homodimerbildung (Jun/Jun) mehr stattf indet 

Beispiel 6: 

so Optimierung der bi- Oder oliaospezrfischen Rezeptormenae am Tumor und Minimieruna derselben im Blut bzw. den 
Normalgewefren. 

Wissenschaftliche Untersuchungen anderer haben gezeigt, dal3 die Penetration von soliden Tumoren mit Makro- 
molekulen > 50 kDa langsam von statten geht und meist nur die Randregion bzw. einige wenige Areale im Tumor 
55 erreicht werden. Diese Untersuchungen basieren auf Experimenten, die eine einmalige Injektion niedriger Mengen von 
MakromolekOlen beinhalten. Im Gegensatz hierzu haben wir gefunden, da!3 durch repetitive i.v.-lnjektion grofBer Men- 
gen von bi- Oder oligospezrf ischen Rezeptoren (10 x 250 ng Rezeptor/Maus for 10 Tage) eine weitgehende Durchdrin- 
gung der gesamten Tumormasse in NacWmaus-Xenografts mGglich ist. Des weiteren bleiben die bi- Oder 
oligospezrf ischen Rezeptoren aufgrund ihrer spezif ischen Bindung an TAA fur lange Zertraume (> 20 Tage) in groBen 
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Mengen an der Tumorzellmembran und im Tumorinterstitium hangen. Diese Befunde ™^"^ d 5**^ 
Sen Phosphatasetechnik an kryopraservierten Dunnschnitten von humanen Colon- und Pankreas-Tumor-Xeno 

^^ahre^Tdieser Zeit (schon nach 1 0 Tagen) warden die bi-oder oligospezH ischen Rezeptormolekule aus den TAA- 

^gru^'dLr Manipulation kann die Injektion des Komplexons (EDTA-Y90) schon 4 Tage nach Beendigung , der 
Pene^on^-u^^ 

sich folgendes Behandlungsschema (fur Nacktmause) ab: 

a) Tag 1-10. i.v. Injektion von je 1x250 pg bi- oder oligospezifischem Rezeptor 

b) Tag 1 1 , i.v. Injektion von 1x50 u-g anti Id 

c) Tag 14, i.v. Injektion einer therapeutischeen Dosis von EDTA-Y90. 

A,rforund veroleichender immunszintigraphischer Oaten in Nacktmausen bzw. Tumorpatienten sollte dieses 
Sche^auTh XX SSe apTim MensSen geeignet sein. Allerdings bewegen sich die im Humansysterr , zu m,- 
%mSi ! MengenTn einer anderen GrOBenordnung. 10x 5-10 g bispez. Rezeptor, 1x1 g ant, Id. D,e Injektron des ant, 
Id ist fur die Therapie nicht zwingend. 
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Anlaae 1a 

Orff n t i t ^o Inhihition-ELI S A fur MAkdurch DTPA bzw. EDTA Kpmplexe 
30 Material: Teilbare 96-well Polystyrol Mikrotiterplatten (U-Form) Typ B, Fa. Nunc, Nr. 4-60445 

1) Pro well werden 50 juJ Y Benzyl-DTPA-HSA 19-Konjugat mit einer Konz. von 1 jig Konjugat pro ml PBS. pH 7.2, 
Dioettiert und uber Nacht bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. . on . , 1v 

2 Der Oberstand wird abgesaugt und 3x mit 0.05 M Tris-Citrat- Puffer, P H 7.4 (Waschlsg. 1) gewaschen, (1x 
vs waschen - 250 ill Waschlosung pro well einfullen, 2 min stehen lassen, absaugen) 

3 nichfdirekt benOtigt wird. wird sie Ober Nacht auf ZeHs ^^STiS 2" 

nung nach unten). Danach wird die Platte in Folien mit ^^t^^^^S SSS £ 
8100 Garmisch-PartenWrchen). Unter diesen Bedingungen smd die Platten be, 44 C m,ndestens 8 Wocnen nart 

bar 

6?S £££ Steven. enW>.ecl»nd v^vertfnmen und vorintabierten Hyf-idomaQbersanden »«P»«I 
50 |il aufgetragen und 30 min be, RT inkubiert. 
45 7) AnschlieBend wird 3x mit Waschlosung 2 gewaschen. D u„_ hQtQCO markmrtsr Zieae anti 

8 AnschlieBend werden 50 pi 1 :500 in BlockJOsung verdOnnter. mrt alkahscher Phosphatase marketer Z,ege ant, 
Maus lgG r Antjk6rper pro well aufgetragen und 30 min bei RT inkubiert. 

9) Danach wird 3x mit Waschlosung fur Enzygnost gewaschen. 

10) AnschlieBend werden 50 pi 0.1 mM NADP zugegeben. 

so 11) Danach wird 30 min bei RT inkubiert. „„„ OM .,.. 
12 Wahrend der Inkubation mit NADP wird das Verstarkersystemwiefolgtangesetzt. 

P S pZ warden "uTSilen INT und 1 Tei. PBS. pH 7.2. zugegeben. des weiteren 1 Tail D,aphorase. des we,teren 
wird 1 Teil ADH zupipettiert. 

13) 50 pi dieses Verstarkersystems werden pro well zugegeben. , H « . -»ainuw iauo 

14) Bei deutlichem Farbumschlag von durchsichtig nach rot wird die Reakhon mrt 100 pi emer 0.1 N H 2 SO 4 -L0sung 

iS £' SSn werden bei 492 nm im TITERTEK R MULTISCAN vermessen. Als Blankwert werden 50 p. 
NADP mit 50 *il VerstarkerlGsung und 100 ^ 0,1 N H 2 S0 4 eingesetzt. 
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NADP - Fa. Sigma Best. Nr. N-0505 

INT - Fa. Sigma BestNr. I-8377 

ADH - Fa. Sigma Best. Nr. A-3263 

DIAPHORASE - Fa. Sigma Best.Nr. D-2381 

5 WaschlOsung 2 - Fa. Behring, Best. Nr. OSEW96, enthait Tween/PBS 

BlocWOsung: 

PBS, pH 7.2, wird durch Zugabe von Casein und 30minGtiges Einruhren 3%ig an Casein gemacht und auf pH 7.4 
10 eingestellt. Danach werden Partikel 10' bei 4000 U/min abzentrifugiert. 

Verdunnter mit alkalischer Phosphatase markierter Ziege anti Maus IgGi-AntikOrper (Fa. Southern Biotechnology 
Associates, Cat. Nr. 1080-04) 
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Herstellung von 0.1 mM NADP: 

7.65 mg NADP lOsen in 100 ml 20 mM Tris, 0.1 mM MgS0 4 , pH 9.5; die LOsung kann bei -20° C mehrere Monate 
gelagert werden. 

Herstellung von INT (P-IODO NITROTETRAZOLIUM Violet): 

2.5 mg/ml 30%igem Ethanol im Ultraschallbad I6sen; immer frisch ansetzen. 
Herstellung von Diaphorase: 
25 1 mg Diaphorase/ml PBS. pH 7.2, wird portioniert bei -20° C gelagert. 
Herstellung von Alkoholdehydrogenase: 

0.5 mg ADH/ml PBS, pH 7.2, werden portioniert bei -20° C gelagert. 

30 

Anlage 1b 

Vorinkubation des Hv bridomuberstandes mit dem Komoetitor 

35 Die Maus IgG Kbnzentrationsbestimmung in Hybridomuberstanden kann mittels kommerziell erhaWicher quantita- 
tiver ELISA Testsysteme bestimmt werden und 1st Stand der Technik. 

Anhand der Konzentrationsbestimmung im ELISA werden die HybridomGberstande auf 1.25 fJig/ml in PBS ohne 
Ca ++ und Mg"*" 1 ' verdOnnt. 

Umrechnung von Gramm in Mol: 
40 1 50 000 g - 1 Mol M Ak 
1.25 x10" 6 g- xMol 

1.25 |ig = x = 8.33 10 * 12 Mol 

45 Urn ein Verhaitnis 1+1 von MAk und Inhibitor zu haben, wurden zu 50 julI HybridomOberstand mit einer Konzentra- 
tion von 8.33 x 10' 12 Mol/ml 10 *il Inhibitor mit einer urn den Faktor 5 erhOhten Konzentration von 8.33 x 10" 12 Mol/2QQ 
IAl gegebenen. 

Der HybridomOberstand wird mit 100 OOOfachem, 50 OOOfachem, 10 OOOfachem, 5 000 fachem. 1 000 fachem und 
100fachem KbmpetitorflberschuG fQr 30' bei RT inkubiert Hiervon werden 50 juU in den ELISA (siehe Anlage 1a, Punkt 
so 6) pipettiert. 

Anlage 1c 

Erzeuaung der DTPA- bzw. E DTA- Kompl exe 



55 



Die Komplex-Kbnstante von DTPA bzw. EDTA zu den in Tabelle I dargestellten Metallionen ist extrem hoch, so daB 
bei aquimolarer Mischung von DTPA bzw. EDTA mit diesen Metallionen eine komplette Sattigung zu erwarten ist. Die 
entsprechenden Metallionen wurden deswegen in einem 3fachen molaren UberschuR mit den DTPA bzw. EDTA inku- 
biert. Als Beispiel wurden 170 \i\ einer 10 mM CadmiumsulfatlOsung in bidest (siehe Anlage 1d) mit 30 \i\ einer 0.028 
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Anlaae 1d 

p. ,pHa und rgje^rae ph y^inQchem isc h e P aramete r der pingpsPtzten Metallionen 
Von folgenden Metallionen wurden 10m molare LGsungen in bidest hergesieiii: 
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Manganchlorid (?) 


MG 161.88 




Fa. Merck 


Nr. 5934 


lonenradius Mn: 80 pm 


Cadmiumsulfate 


MG 256,5 




Riedel de Haen 


Nr. 31 145 


lonenradius Cd: 97 pm 


Zinkchlorid 


MG 136,28 




Fa. Merck 


Nr. 8816 


lonenradius Zn: 74 pm 


Kupfersulfat 


Mg 159,61 




Fa. Riedel de Haen 


Nr. 31294 


lonenradius Cu: 96 pm 


Yttriumchlorid 


MG 303,36 




Fa. Aldrich 


Nr. 20.491-9 


lonenradius Y: 92 pm 


Blei(ll)-nitrat 


MG 331,20 




Fa. Riedel de Haen 


Nr. 31137 


lonenradius Pb: 120 pm 
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Anlaae 1e 

Q^ ntitativftr I p hi ^inngtPSt von MAk (lurch PTPA . tew, EPTA 

molarer ClberschuB an Knmoetitor der zu 50 % Inhibition der Bindung an das Festphasenantigen fOhrt. 
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MAK-Nr. 


DTPA-Y 


DTPA 


DTPA-Mn 


DTPA-Cd 


DTPA-Zn 


DTPA-Cu 


2050/174 


10 4 


10 3 


10 2 


10 2 


5x1 0 3 


5x1 0 3 


2050/531 


5x1 0 4 


10 3 


10 2 


10 2 


5x1 0 3 


5x1 0 3 


2050/532 


5x1 0 4 


10 3 


10 2 


10 2 


5x1 0 3 


5x1 0 3 


2050/534 


5x1 0 4 


10 3 


10 2 


10 2 


5x1 0 3 


5x 103 


2050/535 


,0< 


10 2 


! 10 2 


10 2 


10 3 


10 3 
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MAK-Nr. 


DTPA-Pb 


1.2.Diaminoethan 


Transaconitsaure 


EDTA-Y 


EDTA 


EDTA-Mn 


2050/174 


10 3 


keine Inhibition bis 10° 


keine Inhibition bis 10° 


10 2 


10 3 


10 3 






N 


10 3 


10 3 


10 3 


2050/531 


5x1 0 3 












5x1 0 3 


w 


11 


10 2 


10 3 


10 3 


2050/532 














n 


W 


10 2 


10 3 


10 2 


2050/534 


5x1 0 3 














n 


« 


10 2 


10 2 


10 2 


2050/535 


10 3 
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MAK-Nr. 


EDTA-Cd 


EDTA-Zn 


EDTA-Cu 


EDTA-Pb 


2050/174 


10 3 


10 3 


10 3 


5x1 0 3 


2050/531 


10 3 


10 3 


10 2 


10 5 


2050/532 


10 3 


10 3 


5x1 0 3 


10 5 


2050/534 


10 2 


10 3 


10 3 


5x1 0 3 


2050/535 


10 2 


10 2 


10 2 


10 2 
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Tab, 1 

Peptidl inker mit dazugehdrigen Nukleotidsequenzen 



+ 5 • CTCTCTGCAGAGCCCAAATCTTGTGGCGGCGAGGCAG CTCCCGCAG 



G E 

:ggcgj 

- 3 , gagagacgtctcgggtttagaacaccgccgctccgtcgagggcgtc 

aapaaaaaggqvqlqes 
ctgcacccgcagcagccgcagcaggcgggcaggtccaactgcaggagagc 3 ' 
gacgtgggcgtcgtcggcgtcgtccgcccgtccaggttgacgtcctctcg 5 1 



+ = kodierender Strang 
- = komplementarer Strang 
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Tab. 2 MAK A 



VH 



OVQLQESGGGLVQPGGS L R L 
CAGGTCC^CTGCAGGAGTCTGGAGGAGGCTTGGTACAGCCTGGGGGTTCTCTGAGACTC 

10 20 30 40 50 <>V 

SCATSGFSDYYM NWVRQP ?G 
TCCTGCGCAACTTCTGGGTTCAGTGATTACTACATGAACTGGGTCCGCCAGCCTCCAGGA 

70 80 90 100 HO 

KALEWLGFISNKPNGHTTEY 
AAAGCACT TGAGTGG T T GGGTT T TATTT CAAACAAACCTAATGGTCA^CAACAGAGTAC 
130 140 150 160 170 180 

SASVKGRFTISRDNSQSILY 
AGTGCATCTGTGAAGGGTCGGTTCACCATCTCCAGAGATAATTCCCAAAGCATCCTCTAT 
190 200 210 220 230 240 

LOMNTLRAEDSATYYCARDK 
CTTCAAATGAACACCCTGAGAGCTGAGGACAGTGCCACTTATTATTGTGCAAGAGATAAG 
250 260 270 280 290 300 

GIRWYFDVWGQGTTVTVS S 
GGAATACGATGGTACTTCGATGTCTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCA 

310 320 330 340 350 



VK 

AILSASPGEKVTMTCRAS SS 
AGCAATCCTGTCTGCATCTCCAGGGGAGAAGGTCACAATGACTTGCAGGGCCAGCTCAAG 
10 20 30 40 50 60 

VSYMHWYQQKPGSSPKPWIY 
TGTAAGTTACATGCACTGGTACCAGCAGAAGCCAGGATCCTC^ 

70 80 90 100 HO 120 

ATSNLASGVPARFSGSGSGT 
TGCCACATCCAACCTGGCTTCTGGAGTCCCTGCTCGCTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGAC 
130 140 150 160 170 180 

S YSLT I I RVEAEDAATYYCQ 
CTCT TACTCTCT CACAATCATCAGAGTGGAGGCTGAAGAT GCTGCCACTT ATTACTGCCA 
190 200 210 220 230 240 

QWSSNPLTFGAGTKLEI 
GCAGTGGAGTAGTAACCCGCTCACGTTCGGTGCTGGGACCAAGCTGGAGATC 
250' 260 270 280 290 
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Tab. 3 MAK B 
VH 

LQESGPDLVKP SQSLSLTCT 
CTGCAGGAGTCAGGACCTGACCTGGTGAAACCTTCTCAGTCACTTTCACTCACCTGCACT 
10 20 30 40 50 60 



VTGYS I TSGYSWHWIRQFPG 
GTCACTGGCTACTCCATCACCAGTGGTTATAGCTGGCACTGGATCCGGCAGTTTCCAGGA 
70 80 90 100 110 120 



NKLEWMGYIQYSGITNYNPS 
AACAAACTGGAATGGATGGGCTACATACAGTACAGTGGTATCACTAACTACAACCCCTCT 
15 130 140 150 160 170 180 

LKSRI S ITRDTSKNQFFLQL 
CTCAAAAGTCGAATCTCTATCACTCGAGACACATCCAAGAACCAGTTCTTCCTGCAGTTG 
190 200 210 220 230 240 

20 

NSVTTEDTATYYCAREDYDY 
AAT TCAGTGACTACT GAGGACACAG C CACATATT ACTGTGCAAGAGAAGACTATGATTAC 
250 260 270 280 290 300 



HWYFDVWGAGTTVTVSS 
CACTGGTACTTCGATGTCTGGGGCGCAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCA 
310 320 330 340 350 



VK 

LTQSPAIMSASLGEEITLTC 
CTGACCCAGTCTCCAGCAATCATGTCTGCATCTCTAGGGGAGGAGATCACCCTAACCTGC 
35 10 20 30 40 50 60 

STSSSVSYMHWYQQKSGTSP 
AGTACCAGCTCGAGTGTAAGTTACATGCACTGGTACCAGCAGAAGTCAGGCACTTCTCCC 
70 80 90 100 110 120 

40 

KLLIYSTSNLASGVPSRFSG 
AAACTCTTGATTTATAGCACATCCAACCTGGCTTCTGGAGTCCCTTCTCGCTTCAGTGGC 
130 140 150 160 170 180 



SGSGTFYSLTI SSVEAEDAA 
AGTGGGTCTGGGACCTTTTATTCTCTCACAATCAGCAGTGTGGAGGCTGAAGATGCTGCC 
190 200 210 220 230 240 



DYYCHQWSSYPTFGGGTKLE 
GATTATTACTGCCATCAGTGGAGTAGTTATCCCACGTTCGGAGGGGGGACCAAGCTGGAG 
250 260 270 280 290 300 



13 



EP0 404 097B1 



Tab. 4 MAK C 
VH 

caggtcca^gca^^ 



10 20 



TCCTGCi^GGCTTCTG^TACACATTCACTTACTATGTTATTCACTG^'rUiWi^^a^w 
7Q 80 °0 1UU 



xTirvTrKr, KATLTSDKSSSTAY 
190 200 210 " w 



TGDYWGQGTTVTVSS 

ggWstc^ctactggggccaagggaccacggtcaccgtctcctca 

310 320 330 340 



VK 

10 20 30 «u 



Y ^ *^ ^ ^ 

4gc^tcaa1tgta^ 



r.^e/-TqYSLTlSSMEAEDAA 

JItg^tctg^ 



T E* G A G T K L 

TACTC 
250 



ACTTATTACTGCCAGCAGTGGAGTAGTAACCCATTCACG^ 
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Tab. 5 MAK D 
VH 

AESGPGLVRLTSLS ITCTVS 
GCAGAGTCAGGGCCTGGCCTGGTGCGCCTCACGAGCCTGTCCATCACTTGCACTGTCTCT 
10 20 30 40 50 60 



GFSLI SYGVHWVRQPPGKGL 
GGCTTTTCATTAATTAGTTATGGTGTACACTGGGTTCGCCAGCCTCCAGGAAAGGGTCTG 
70 80 90 100 110 120 



EWLGVIWAGGSTNYNSALMS 
GAGTGGCTGGGAGTAATATGGGCAGGTGGAAGCACAAATTATAATTCGGCTCTCATGTCC 
130 140 150 160 170 180 



RLS I SKDNSKSQVFLKMNSL 
AGACT GAGCATCAGCAAAGACAAC TC CAAGAGCCAAGTTTTCT TAAAAATGAACAGTC TG 
190 200 210 220 230 240 



QTGDTAIYYCARGGDDYDGF 
CAAAC TGGT GACACAGCCATATACTAC TGTGCCAGAGGGGGGGAT GAT T ACGAT GGGT T T 
250 260 270 280 290 300 



AYWGQGTTVTVSSGES 
GCTTACTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCAGGTGAGTCC 
310 320 330 340 



VK 

LTQSP SSLAVSAGEKVTMSC 
CTGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGGCTGTGTCAGCAGGAGAGAAGGTCACTATGAGCTGC 
10 20 30 40 50 60 

KSSQSLLSSTKRKNYLAWYQ 
AAATCCAGTCAGAGTCTGCTCAGCAGTACAAAGCGAAAGAACTACTTGGCTTGGTACCAG 
70 80 90 100 110 120 

QKPGQSPKLLIYWASTRESG 
CAGAAACCAGGTCAGTCTCCTAAACTACTGATCTACTGGGCATCCACTCGGGAATCTGGG 
130 140 150 160 170 180 

YPDRFTGSGSGTDFTLTISS 
GTCCCTGATCGCTTCACAGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGT 
190 200 210 220 230 240 

VQAEDLAVYYCKQSYNLRAF 
GTGCAGGCTGAAGACCTGGCAGTTTATTACTGCAAACAATCTTATAATCTTCGGGCGTTC 
250 260 270 280 290 300 

GGGTKLEIK 
GGTGGAGGGACCAAGCTGGAGATCAAA 
3l6 320 
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Tab. 6 



Mutagene oligonukleotide: 

1) 5 ' CTTACCTGGG.CATGCCCt;UA.toUAA.«-w«j.»«.- 



2 ) 5 ' AGTGGGGTTT . TCAGCTCTGCAGAG3 1 



Tabelle 7 



k /L\ M 7T\ /P\ t\ &\ t>\ f\ t\ tt\T\ £ 



T 

G 



CCACGGT£CCCAGGT 



GAGCTCG GGGCj^ 
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Tab. 8 



Jun I Oligonukleotid 

5 1 CTACGCTCGG . CTAGAGGAAA . AAGTGAAAAC . 
CTTGAAAGCG . CAAAACTCCG . AGCTGGCATC ♦ 
CACGGCCAAC . ATGCTCAGGG . AACAGGTGGC . 
ACAGCTTAAG . CAGAAAGTCA . TGAACCACCG , 
ACCTGCATB3 • . 



Jun II Oligonukleotid 

5 • CAGGTCGGTG . GTTCATGACT . TTCTGCTTAA . 
GCTGTGCCAC . CTGTTCCCTG . AGCATGTTGG . 
CCGTGGATGC . CAGCTCGGAG . TTTTGCGCTT . 
TCAAGGTTTT . CACTTTTTCC . TCTAGCCGAG . 
CGATGAGCT3 • . 



Forme 1 1 

DTPA 



/ — \/ V 



OH 




'JO 




0 0 OH o 




OH ^ «DH 
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Forme 1 2 



Isothiocvanatobenzyl-DTPA 





PatentansprQche 

PatentansprQche fur folgende Vertragsstaaten : AT, BE, CH, DE, DK, FR, GB, IT, LI, LU, NL, SE 

1. BispezHischeoderoHgospez^^ 

for V H und C H 1 Regionen der Antikorper zwe,er oder ^^^^^^ Senabschnitten fOr die 
geeigneter Linker und anschlieBende Express .on »mn" ^^SmSSSSt Ober fos-jun Interaktion 
leichten Ketten in Expressionssystemen. dadurch gekennzeichnet. daB e.ne spezmtat uoe i 

gegen ein Komplexon gerichtet ist. 

2. Rezeptoren nach Anspruch 1 . dadurch gekennzeichnet, daB die andere SpezKitat gegen animaJe Oder humane 
tumorassoziierte Antigene gerichtet ist. 

3 Rezeptoren nach Anspruch 1 oder 2. dadurch gekennzeichnet. daB die andere Spez^t von den monok.ona.en 
Srpern mit den vrtfaton Regionen gemaB Tab. 2. 3. 4 oder 5 stammt. 

4. Rezeptoren nach einem der Anspruche 1 bis 3. dadurch gekennzeichnet. daB bei zwei Spezrfitaten drei Bindungs- 
stellen vorhanden sind. 

5. Rezeptoren nach einem der Anspruche 1 bis 3. dadurch gekennzeichnet. daB bei zwei SpezKitaten 4 Bindungsste.- 
len vorhanden sind. 

einef^iTstystem zusammen mit den Genen fur die .eichten Ketten expr,m,ert werden. 
8. Arzneimitte. enthaltend einen Rezeptor nach einem der Anspruche 1 bis 6. 
PatentansprQche fflr folgende Vertragsstaaten : ES, GR 
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C H 1 Regionen der AntikOrper zweier cxler mehrerer verschiedener Spezifitaten kodierende DNA mittels geeigneter 
Linker fusioniert und anschlieBend zusammen mit den dazugehOrenden Genabschnitten fQr die leichten Ketten 
exprimiert wird. 

5 2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die andere Spezifitat gegen animale Oder humane 
tumorassoziierte Antigene gerichtet ist. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 Oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB die andere Spezifitat von den monoWonalen 
AntikOrpern mit den variablen Regionen gemaB Tab. 2, 3, 4 oder 5 stammt. 

10 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB bei zwei Spezifitaten drei Bindungs- 
stellen vorhanden sind. 

5. Verfahren nach einem der AnsprOche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB bei zwei Spezifitaten 4 Bindungsstel- 
is len vorhanden sind. 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB bei drei Spezifitaten eine gegen 
Tumore gerichtet ist und die beiden anderen in unterschiedlicher Weise gegen DTPA oder EDTA gerichtet sind. 

20 Claims 

Claims for the following Contracting States : AT, BE, CH, DE, DK, FR, GB, IT, LI, LU, NL, SE 

1 . A bispecif ic or oligospecif ic mono- or oligovalent receptor, obtainable by gene manipulation by fusion of DNA cod- 
25 Ing for V H and C H 1 regions of the anti-bodies of two or more different specificities, by means of suitable linkers and 

subsequent expression together with the gene sections belonging thereto for the light chains in expression sys- 
tems, wherein one specificity is directed against a complexone via fos-jun interaction. 

2. The receptor as claimed in claim 1 , wherein the other specificity is directed against animal or human tumor-asso- 
30 ciated antigens. 

3. The receptor as claimed in claim 1 or 2, wherein the other specificity derives from the monoclonal anti-bodies with 
the variable regions shown in Tab. 2, 3, 4 or 5. 

35 4. The receptor as claimed in any of claims 1 to 3, wherein three binding sites are present in the case of two specifi- 
cities. 

5. The receptor as claimed in any of claims 1 to 3, wherein 4 binding sites are present in the case of two specificities. 

40 6. The receptor as claimed in any of claims 1 to 5, wherein, in the case of three specificities, one is directed against 
tumors and the two others are directed in a different manner against DTPA or EDTA. 

7. A process for the preparation of the receptor as claimed in any of claims 1 to 6, which comprises the DNA frag- 
ments which code for the heavy chain anti-body portions being connected by means of suitable linkers and 

45 expressed in an expression system together with the genes for the light chains. 

8. A pharmaceutical comprising the receptor as claimed in any of claims 1 to 6. 
Claims for the following Contracting States : ES, GR 

50 

1. A process for the preparation of a bispecif ic or oligospecif ic mono- or oligovalent receptor, one specificity being 
directed against a complexone via fbs-jun interaction, which comprises DNA coding for V H and C H 1 regions of the 
antibodies of two or more different specificities being fused by means of suitable linkers and subsequently 
expressed together with the gene sections belonging thereto for the light chains. 

55 

2. The process as claimed in claim 1 , wherein the other specificity is directed against animal or human tumor-associ- 
ated antigens. 
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3. The process as claimed in claim 1 or 2. wherein the other specificity derives from the monoclonal anti-bodies with 
the variable regions shewn in Tab. 2, 3, 4 or 5. 

4. The process as claimed in any of claims 1 to 3. wherein three binding sites are present in the case of two specifi- 
cities. 

5. The process as claimed in any of claims 1 to 3. wherein 4 binding sites are present in the case of two specificities. 

6 The orocess as claimed in any of claims 1 to 5. wherein, in the case ofmree specificities, one is directed against 
tumors and the two others are directed in a different manner against D I ka or bu i a. 

Revendlcations 

Revendications pour les Etats contmctants suivants : AT, BE, CH, DE, DK, FR, GB, IT, LI, LU, NL, SE 

1 Receoteurs mono- ou oligovalents, bispecifiques ou oligospecifiques. pouvant etre obtenus, par genie genetique 
* passion d'A^Ncodant ?our les regions V H et C H 1 des anticorps a deux spjtficrtes d«f erentes ^^um°yen 
de lieurs appropries. et expression subsequente avec les segments de genes correspondante codant pourlee 
chaSSes dans dessystemes d'expression. caracterises en ce qu'une specificite est dmgee contre un com- 
plexon par I'intermediaire d'interaction fos-jun. 

2. Recepteurs selon la revendication 1 , caracterises en ce que I'autre specificite est dirigee contre des anti-genes 
humains ou animaux associes a des tumeurs. 

3. Recepteurs selon la revendication 1 ou 2, caracterises en ce que I'autre specificite derive des anticorps monoclo- 
naux comportant les regions variables selon le tableau 2, 3, 4 ou 5. 

4. Recepteurs selon I'une des revendications 1 a 3, caracterises en ce que. dans le cas de deux specificites, trois 
sites de liaison sont pr6sents. 

5. Recepteurs selon Tune des revendications 1 a 3. caracterises en ce que. dans le cas de deux specificites. quatre 
sites de liaison sont presents. 

6. Recepteurs selon Tune des revendications 1 a 5. caracterises en ce que, dans le cas de trois specif fcit6s, Tune est 
dirige contre des tumeurs et les deux autres sont dirigees, de facon differente, contre le DPTA ou I EDTA. 

7 Precede pour la production de recepteurs selon Tune des revendications 1 a 6, caracterise en ce que les fragments 
' d'ADN ccdant pour les segments d anticorps de type chaTne lourde sont assembles au moyen de heurs appropr.es 
et exprimes dans un systeme d'expression. conjointement avec les genes ccdant pour les cha.nes legeres. 

8. Medicament contenant un recepteur selon I'une des revendications 1 a 6. 

Revendications pour les Etats contractants suivants : ES, GR 

1 Precede pour la production de recepteurs mono- ou oligovalents. bispecifiques ou oligospecifiques une^ecificte 
' 6tant dirigee confre un complexon. par rintermediaire d'interaction fos-jun. caracterise en ce que de I ADN codant 
oour les regions V H et C H 1 des anticorps a deux specificites differentes ou plus sont fus.onnes au moyen de lieurs 
SprSs « ensurte exprimes conjointement avec les segments de genes correspondants. codant pour les cha.- 
nes legeres. 

2. Procede selon la revendication 1 . caracterise en ce que I'autre specificite est dirigee contre des antigenes humains 
ou animaux associes a des tumeurs. 

3. Procede selon la revendication 1 ou 2. caracterise en ce que I'autre specificite derive des anticorps monoclonaux 
comportant les regions variables selon le tableau 2, 3, 4 ou 5. 

4. Procede selon I'une des revendications 1 a 3. caracterise en ce que. dans le cas de deux specificites. trois sites de 
liaison sont presents. 
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Proc6d6 selon Tune des revendications 1 & 3, caract6ris6 en ce que, dans le cas de deux specif icites, quatre sites 
de liaison sort presents. 

Proc6d6 selon Tune des revendications 1 k 5, caract6ris6 en ce que, dans le cas de trois sp6c'rficit6s, Tune est 
dirig6 contre des tumeurs el les deux autres sort dirig§es, de fagon differerrte, contre le DPTA ou I.EDTA. 
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FIG. 10 
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FIG. 12 
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FIG. 13 
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FIG.H 
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FIG. 15 




33 



EP 0 404 097 B1 



FIG. 16 
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FIG. 17 
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FIG. 18 
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FIG.19 
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FIG. 21 
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